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Magneiisches Pigment 



Gegenstand der Eifindung sind magnetische Partikel mt einer Glasoberflache. Verfihren 
zur Reaugung ernes biologischen Materials, insbesondere von NukleinsSuren unter Ver- 
wendung von Glaspartikeln in Gegenwart chaotroper Salze. Verfehren zur Isolierung dieser 

d.e UberfOhrung von b.olog.schen MateriaUen aus LSsungen mit hoher Konzentnuion an 
Salzen in L6sungen mit niedriger Konzeatration an Salzen. 

Manche bioIo^schenMaterialien. insbesondere Nukleinsauren, stellen imHinblick auf ihre 
Isob^ung aus der naturiichen Umgebung besondere Anfordenmgen. Zum einen sind sle oft 
« sd^ genngen Konzeatmtionen vorhanden und zum anderen befinden sic sich oft in 
Nachbarschaft vieler anderer fester und gel6ster Substanzen, die ihre Isolierung be- 
ziehungsweise Bestimmung, beeintrachtigen. 

InjungererZeit hat es dahernicht an Versuchen gefehlt, VerfehrenundMaterialienzurlso- 
herxmg von Nukleinsauren aus ihrer natOrUchen Umgebung vorzuschlagea Aus Proc Natl 
Acad USA 76. 615 - 619 (1979) ist die Bindung von Nukleins^renZ AgarosegdenT 
Gegenwart von Natriumjodid in gemahlenem Flintglas beschrieben. 

an Oasstaub m Gegenwart von Natriumperchlorat beschrieben. 

In DE-A 37 34 442 ist die Isolierung von einzelstringiger M13 Phagen-DNA an Glas- 
^erfiltern durch AusfaUung der Phagenpartikel mitKlfe vonEssigsa^^ 
Phagenpamkel m.t Perchlorat beschrieben, Die an die GlasfaserfUter gebundenen Nuklein- 
s^enwerdennachWaschenmiteinemmethanolhaltigenPufrerinTri^^^ 
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Gegenstand der Bfindung sind nuignetische Partikel nut einer Sufleren GlasoberflSche. die 
.m wesenthchen porenfrd ist oder Poren eines Durchmessers von weniger als 10 nm auf- 
weist. Em weuerer Gegenstand sind ferromagnetische Partikel mit einer Glasobeiflache 
Verfehren zur Isolierung biologischer Materialien, insbesondere von NuWeinsauren. so4ie 
Verfahren zur HersteUung magnetischer Glaspartikel. 

AJs Partikd bezeichnet der Fachmann feste Materialien mit einem geringen Durchmesser 
^^dunal bezeichnet man solche Partikel auch als Pigmente. Im Sinne der vorliegenden * 
EifindungsmdbesondersPaitikdgeeignet. dieeinedurchschnittficheKomgroOevon 
wemger als 100 ^m haben. Besonders bevorzugt weisen sie eine durchschnittUche Kom- 
grCBe von zwischen 10 und 60 auf. Bevorzugt ist die KomgrOflenverteUung relativ 
homogen. msbesondere Uegen nahezu keine Teilchen < 1 Ojim oder > 60 nm vor. 

Als magnetisch werden Materialien bezeichnet. die durch einen Magnet angezogen werden 
konnen. d. h. beispielsweise ferromagnetische oder superparamagnetische Materialien Als 
ma^ werden auch Materialien verstanden. die als weich magnetische Materially, be- 
Mchnet werden, z. B. Ferrite. Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung sind feiro- 
mgnet«cheMateriafien.insbesonderewem,sienochnichtvormagnetisiertw^^^ Unter 
Vormagnetisieiung ist in diesem Zusammenhang das Wcontaktbringen mit einem Magneten 
a. verstehen, wodurch die Remanenz eriUiht wird. Besonders bevorzugt sind fenomagne- 
tische MateriaUen. wie z. B. Magnetit (Fe304) oder FeaOa. 

Unt^ einer Sufieren Oberflache eines Partikels wird die zusammenhangende Oberfliche ver- 
standen, von der m Richtung auf die Umgebung des Partikels Senkrechte gebfldet werden 
kflnnen, die dasselbe Partikel nicht noch einmal schneiden. 

Unter eine Pore wird eine Ausnehmung in der SuBeren Oberflache des Partikels verstanden. 
bei denea die Oberflache soweit in das Partikel hineinrdcht, dafl eine in der Ausnehmung 
auf der Oberflache gebildete gedadite Senkrechte in Riditung auf die nachstliegende Um- 
gebung des Partikels das Partikel mindestens Imal sdmddet. Poren reichen auBerdem tiefer 
als em Radius der Pore in das Partikd hindn. 

Unter einem Glas im Simie der vorUegenden Erfindung wird ein silidumhaltiges amorphes 
Material verstanden. Das Glas kam, wdtere MateriaUen enthaltenen, z. B. 
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Durch die Zugabe von Wasser wird der HydrolyseprozeB der Ausgangskomponenten in 
Gang gesem. Die Reaktion vcriSuft relativ nisch. da die Alkaluonen kataJytisch auf die 
Hydrolysegeschwindigkeit des Kiesekfiureesters einwirkea Nach Ablauf der GelbUdung 

kann das emstelaende Gd getrocknet und durch einen thennischen ProzeB ru einem Glas 
verdichtet werden. 

Das Mengenverhaitnis Sol/Pigment emen erheblichen MuB auf die Ausbeute an erfn- 
dungsgemaBen magnetischen Pigment. Grenzen sind dadurch gegeben, daB der Pigmentan- 
teil so genng ist. dafl eine nocli pump- und spriihfahige Masse entsteht. Bd zu geringem 
PigmemanteU wird der Feinameil, z. B. von nidit-magnetischem Material zu groB und start 

-AisimHinbhckauf dlePigmentausbeutezwedonaBigeMengenverhatnisse w^^^ 10 bis 
25 g Pigmoit/lOO ml Sol gefiinden. 

Die Aufschlammung wird zur Entstehung eines Pulvers bevorzugt durch eine DOse ver- 
spruht und das Aerosol auf dner Faflstrecke getrocknet. Die DQse wird bevoiTugt gehdzt. 
urn d.e Trocknung der Aufschlammung zu beschleunigen. AbhSngig von der Geometrie der 
Duse betragt die DQsentemperatur bevorzugt ca. 120 bis 200»C. Ein Kompromifl wird ge- 
fonden durch ausrdchende Verdampfimgsgeschwindigkdt. jedoch Vermdden von Ver- 
spntzen. 



Im Hnbhck auf die Ausbeute ist die Verdichtungstemperatur m6glichst hod, zu wahlen 1st 
«e jedoch zu hoch, verkleben die Partikd unterdnander und es bflden dd, Agglomerate die 
herausgesiebt werden sollten. Die Nachbehandlung unter Luft fiihrt bd zu hohen Tempeia- 
turen zu emem Veriust der magnetisdum Eigensdiaflen. weshalb zu hohe Temperaturen 
vermieden werden sollten. 

Unter einer im wesentUdien porenfreien OberflSche wird eine OberflMche verstanden, die zu 
wemger als 5 %. bevorzugt weniger als 2 %, besonders bevorzugt weniger als 0.1 %. mit 
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Porenderobenstehenden Definition durchsefcrtkf c«iu « 

»id«-po«s.Gh»bert»cl»e,gib,. *"^"*"»™«»«tlich« 
Die Nichtporosia. der n»gMtiscl«n Partial bezieh. ad, . f ^- „ 

<!«. Das Matoial d« K,„„ JdalrK ^ i^^MWen w 

sehrw«.,«^g^,^^^''-'*°*»>*««e„»3rtke.«da«b.rl™^ 

kOnnenaufetaacheWmemitid,.- ^T^™"^''"''™™*"!*''* Partial 
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Die Glasobeiflache der erfindungsgemaflen ferromagnetischen Partikel kann pirenfrei sein 
Oder aber Poren enthalten. Aus den oben genannten Grunden fur die erfindungsgemaBen 
magnetischen Partikel ist es bevorzugt. daD die SuBere Obeiflache auch der ferromagne- 
tischen Partikel im wesentlichen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger 
als 10 nm aufweist. Auch die erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel haben bevor- 
zugt eine KomgroBe zwischen 10 und 60 nm, besonders bevorzugt 20 und 50 ^m Be- 
sondcrs bevorzugt sind Partikel, bei denen eventueU in der OberflSche vorhandene Poren 
emen Durchmesser von weniger als 10. besonders bevorzugt 1 nm haben. Ein Beispiel fiir 
emen erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel ist der oben genannte Verbundstoff 
aus Glimmer, und Magnetitpartikdn, umschlossen von einer Glasschicht. 

EbenfaUs Gegenstand der Eifindung ist ein VerfiJuen zur IsoUerung eines biologischen 
Materials durch 

- Inkontaktbringen einer Probe, die das biologische Material in einer Flussigkeit enhalt, 
mit den erfindungsgemaBen magnetischen Partikein oder den erfindungsgemaBen 
fiaromagnetischen Partikein unter Bedingungen, bd denen das biologische Material an 
(fie Partikeloberflache bindet, und 

" Abtrennung des biologischen Materials von der ROssigkeit. 

Unter biologischen Materialien werden MateriaHen auf partikularer oder molekularer Basis 
verstanden. Kerzu gehbren insbesondere Zellen, z. B. Viren und Bakterien aber auch 
humane und tierische isolierte ZeUen, wie Leukozyten, sowie immunologisch aktive nieder- 
und hochmolekulare chemische Verbindungen, wie Haptene. Antigene, Antikdrper und 
NuUeinsauren. Besonders bevorzugt sind Nukleinsauren, z. B. DNA oder RNA. 

Proben im Sinne der Erfindung sind beispidsweise klinische Proben, wie Blut, Serum. 
MundspQlflussigkdt, Urin, Zerebralflussigkdt, Sputum, Stuhl, Punktate und Knodiemnark- 
proben. Die Probe kann auch aus dem Berddi der Umweltanalytik. der Ld)ensmittdanaly- 
tik Oder der molekularbiologischen Forschung, z. B. aus Bakterienkulturen, Phagenlysaten 
und Produkten von Amplifikationsverfehren. z. B. PCR. stammen. 

ErfindungsgemaB haben die magnetischen Partikd einen inneren Kern, auf den die SuBere 
Oasoberfladie aufgebracht ist. Bd dem Kern kann es sich urn einen Verbundstoff; jedoch 
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^ ^ B. Ndden^ton, die dorch Ari»ftog ,eatah«, naohwdwX^ 
gesem werden v3fh "^^^'^ Material frei- 

^^^S « a, CW P^ocol. mMototo Biology 19,7. J. Viley a«i Sons. NY. 
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der Art des b.ologischen Materials ab. sind jedoch prinzipiell bekannt. Sie richten sich auch 
nach der Art der Bindung. Ober die das biologische Material an die Oberflache gebumien 
wird. Sollen beispielsweise immunologische Wechsdwiriaingen fur die Bindung ausgenutzt 
werden. so mussen Bedingungen gewahit werden, die fur die Bildung von Lnmunkompiexen 
gee.^et smd. For Nuldeinsauren ist im FaU der modifizierten Nukldnsa^ 
uber die Gmppen der Nuklelns^en m6gUch, die die Modifizierung dar«eUen. z. B Bio^ 
liber d.e Bmdung an mit Streptavidin beschichtete Obeiflachen. Insbesondere bei Nuklei.^. 
sauren u*jedoch der FaU der direkten Bindung von NukleinsSuren an Glas bevorzugt unter 
^ulerem deshalb wea sich eineModifiziemng der Nukleinsauren erObrigt und schon iu^tive 
Nukl«nsauren gebunden werden k6nnen. Die Bindung nativer Nukleinsauren an Glaspar- 
^^^^^-nna-logzuVerfehrendesStandesderTechnikerfolgea 
Gegenwart chaotroper Salze. wobei die Konzentration dieser Salze zwischen 2 und 8 mol/1 
betragt. bevorzugt 4 bis 6 mol/1. Bei chaotropen Salzen handelt es sich z. B. um Natrium- 
jodit, Natnumperchlorat, Guanidinimumthiocyanat. Guanidinimnisothiocyanat oder Guam- 
dmiumhydrochlorit, ist jedoch nicht auf diese Verbindungen beschrankt. 

Zum Inkontaktbringen der Probe mit den Partikeln wird die Probe mit den Partikeln ver- 
mjsdU tmd fiir eine fir die Bindung ausreichende Zeit inkubiert. Die Unge der Inkubation 
«t dem Fachmam, in der Regd aus der Behandlung mit nicht-magnetischen Partikeln be- 
tomnt. eme Optimierung ist durch Durchfihrung eber Bestimmung der Menge an immobiU- 
«ertem biologischem Material an der OberflSche zu verschiedenen Zeitpunkten m6gUch 

FurNuklemsaurenkennenlnkubationszeitenzwischen 10 Sekunden und 30 Mnuten 
zweckmaBig sein. 

Je nach Gr6Be und Art der magnetischen Partikel findet schon wahrend der Inkubationszeit 
«ne Separation der Paitikel von der EQs«gkeit statt oder erhalt sich die Suspension Qber 
tengere Z«t. Wenn die Partikel eine sehr kleine Komgr66e aufweisen und superpara- 

smd. eriialt sich die Suspension Ober einen langeren Zeitraum. Handelt es sich 
um Partikd m.t einer grefleren Komgr60e. so findet berdts wahrend der Inkubation eine 
langsame Separation der Partikel von der FlQssigkdt statt Insbesondere wenn es sid, um 
ferromagneusche Partikd handdt, bilden sich sold^e Aggregate. Fur den bevorzugten Fall 
daB die ferromagnetischen Partikd nidu vonnagnetisiert sind. ist eine besonders schonend^ 
reparation gewahrleistet. 

Die Immobilisierung findet bevorzugt nicht durch AusfaUung durch Enuedrigung der L6s- 
hdJceit der zu «mK*aisierten Materialien statt. Stattdessen beruht die ImmobiUsierung auf 
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an die Wand des GeMes in ^- t . . "^P^^ Mnnen die Magnetpartikel 

^^^'"^^l^^hemdielnkubationstattge&ndenhatte D*^™ ^ 
DanmflimkanndieFlussipkeitm;*^ t u , ^ "Kte, gezogen werden. 

tischen Partikel ZuT T "^^^^^ P^°be. die richt an die magne- 
«^l«v«„g, ^^^^ sm^^T^ 

^2 ^ «* (3** van „e„i^ 
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Elutionspuffer Tris. In einer anderen besonderen Ausfuhrungsfonn handdt es sich bei dem 
ElutionspufiFer um entmineraKsiertes Wasser. 

In einer weiteren Ausfuhmngsform kann das beschriebene Reinigungs- und Isolierungsver- 
fahren im AnschluB an eine immunoinagnetbche Separation von ZeUen (z. B virale Partikd 
Oder prokariontische bzw. eukariontische ZeUen) aus einer K6rperflflssigkeit oder einem 
Gewebe erfolgen. Hiena. wird die Probe mit magnetischen Partikeln, an welche ein Anti- 
kOrper gegen dn Antigen auf der ZeUe immobilisiert ist, z. B. unter Schuttein inkubiert 
Seiche Partikd kfinnen erfindungsgemSfie Partikd sein, aber audi kSuflidie (2 B MACS 
Microbeads der FmnaMUtenyi Biotec GmbH. Bergisch Gladbach, BRD). Nach Anlegen 
ernes Magnetfddes erfolgen dn oder mdircre Waschschritte mit dner salzhaitigen 
Waschl5sung. Man erhalt Partikd. an wddie die gewiinsduen Zdlen gd,unden sind 
Sdihefihdi werden die gd,undenen Zdlen in dnem salzhahigen Puffer resuspcndiert In 
emer bevorzugten Ausfilhrungsform ist dieser salzhaltige Puflfer dne duwtrope Salzldsung. 
so dafl die in der Zelle vorhandenen Nukldnsauren aus den Zdlen frdgesetzt werden. 

Durch Kombination der oben besd»rid)enen Isolierung von Zdlen rait der ebenfalls be- 
sdind)enenIsoHeningvonNukldnsauen, bevorzugt in ihrer nativen Form, an den erfin- 
dungsgemSBenmagnetisdienPartikdn. ergibt sidi dn besonders vortdlhaftes Verfahren zur 
IsoherungvonNukldnsaurenauszdlhaltigenProben. Vortdl dieser Ausfchrungsform ist 
die moglidie Einfediheit (Single-Tube-Methode). hohe Sensitivitat (besonders wichtig in 
der medizmisdien Mikrobiologie und Onkologie) und die Iddite Automatisieibarkdt. 

Die als Folge der erfindungsgemaBen Verfahren isolierten biologischen Materialien konnen 
,nun m bdid,.ger Wdse wdter verwendet werden. Beispidsweise kCnnen sie als Substrat fer 
versduedene enzymatische Reaktionen verwendet werden. Im FaUe der NukleinsSuren sden 
als Beispid die Sequenzierung. die radioaktive oder nicht-radioaktive Markierung, die 
Amphfikation dner oder mduerer in ihr emhaltender Sequenzen. die Transkription. die 
Hybndisierung mit markierten Sonderniukldns&iren, die Translation oder die Ligation ge- 
nannt. Em Vortett des erfindungsgemSOen Veifihrens ist, daQ die Abtrennung des biolo- 
gischen Materials von der FlQssigkdt sehr dnfadi ist. Im Stand der Tedmik wurde zur 
Separierung von Glaspartikdn von Verunreinigungen entweder dn Zentrifugationsschiitt 
angewandt, oder im FaUe der Bindung des biologischen Materials an GlasSberfilter die 
Hussigkdt durd, diese Flussigkeit gesaugt. Kerbd handelt es sich um einen limitierenden 
Sdintt, der die Verarbdtung von groBen Probenzahlen behindert. 
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h r«ur 4 ia ein Od der BjeWsse «, Baspid 4 geaigt. 

nommen wurden, die ZumKa vn« t> ^ f^^wj^MgiLeiien ent- 

^Pta^bev„™g.»«„PeH.(B«d)geb™d«»A«iJc6,pcr.„^^"^ 

Rhmion geschehen Im F,ii. ""^^'g^^^ sepanert Dies kann beispidsweise durch 
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den. AnscMieBend findet die Zerstfining der Zdlen statt, die sogenannte Lyse Eine Mog- 
hchkeit ist durch die Behandlung der Zellen mit chaotropen Salzen gegeben. Andere MSg- 
lichkeiten smd die Einwirkung von Proteinasen und Detergenzien. 

Zu der Lysemischung werden in der bevorzugten Ausfiihrungsfonn die erfindungsgemilBen 
Partikel zugegeben. Nach dner geeigneten Einwirkungszeit, die Qber die Beladung der 
Oberfladie mit Nukleinsauren optimiert werden kann, werden die Partikel von der sie urn- 
gebenden FlQssigkeit. die weitere und nicht nachzuweisende ZellbestandteUe entliSlt, ge- 
trennt Dies gesdiieht wiederum bevorzugt durch Anlegen eines magnetischen Feldes 
mittels eines Magneten an der GefiBwand. 

Um eventueU nod, anhaftende Verunirinigungcn zu entfemen. wird bevorzugt mit dner 
Hussigkeit gewasdien, die so ausgewShlt wird, daB die zu bestimmenden NuUdnsauren 
sid, mcht von der Glasoberflache ablSsen. Zur Entfemung der Nukleins&iren von der Glas- 
oberflache wird dn sogenannter Elutionspuffer zugegeben, der Reagenzbedingungen auf- 
wast, unter denen sich die NukldnsSuren von der Qasoberflache Idsen. Dies sind insbe- 
sondere Niedrigsaizbedingungen. Je nach beabsichtigter Weiterbehandlung der Nukldn- 
sauren kami die FlQssigkdt nun von den Partikdn getrennt und wdterbearbeitet werden. Es 
u* bevorzugt. diese Abtrennung bd anfiegendem Magnetfdd vorzunehmen. so dafi die Par- 
tikd separiert voriiegea 

Die folgenden Bdspide erlautem die Erfindung naher. 
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Beispiel 1 

Hm^mnp fin- frfinivpfr^prmfip, n pijiiaaisEben^^ 

Soll(Si02:B203 = 7-3) 

+ 7 ml wasserfreies unvergailtes Ethanol 
+ 14,1 ml 0,15 MHQ 



von 



Sol2(Si02:B203 = 4:l)- 

+ 7 ml wasserfreies unvergalites Ethanol 
+ 16,3mlO,15MHCl 

^ '•'''^^^'^^^°Pf«"-«^d.eZugabevon^25.6mlTrimethyI- 

AnschiieBend wird das Sol 2 Stunden bd 50 "C eehalten Ho u ^ . 

+ 16.3 ml 0.15 MHCl ^ E>anach erfolgt die Zugabe von 

Sol3(Si02:B203-85:15): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml p..n^i,^n. 

+ 7 ml wasserfrdes unvergafltes Ethanol 
+ 17.5 ml 0,15 MHCl 
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Es entsteht ein zweiphasigcs Gemisch. welches bei Raumtemperatur solange geriihrt wird 
bis es emphasig wird. Danach crfolgt tropfenweise die Zugabe von + 19.4 ml Trimethyl- ' 
borat. 

AnschUeBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 T gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 17,5 ml 0,15 MHCl 

Sol 4 (Si02:B203 = 4: 1; 2 MoI% P2O5): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben umer standigem Riihren durchgefuhrt 

100,5 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfreies unvergailtes Ethanol 

+ 16,3 ml 0,15 MHCl 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch. welches bei Raumtemperatur solange geriihrt wild 
bjs es einphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25, 6 ml Trimethylborat 

AnscWieBemi wird das Sol 2 Stunden bei 50 "C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 16.3 ml 0.15 MHCl 
+ l,63gP205 

Sol 5 (Si02:B203 = 4:1 Mol% AI2O3): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem RQhrem durchgefohrt. 

100,5 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfreies unvergailtes Ethanol 

+ 16,3 ml 0, 15 MHCl 

Es emsteht dn zweiphasiges Gemisch. welches bei Ramntemperatur solange geriihrt wird 
bis es emphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25,6 ml Trimethylborat 

AnscWieDend wird das Sol 2 Stunden bei 50 »C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 16.3 ml 0,15 MHCl 
+ 3,06giyCl3 

Sol 6 (Si02:B203 = 4:1 Mol% Zr02): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Ruhren durchgefiihit 
100,5 ml TetraethylorthosUicat 
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+ 7 ml wasserfrdes unvergSUtes Ethanol 
+ 16,3inlO,15MHCl 

+ 25,6 ml Trimethylborat 

+ 5,15 ml Zirkon(IV>proylat, 70 Gew.% Lsg in l-Propanol 

AnscMieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 «>C gehalten. Danach eribl« di. r 

+ 16.3 ml 0, 15 M HCl 6««"«5n. uanacii erfolgt die Zugabe von 

Das durch .to, Spmteock«p,„zeB rtalune P„l«r word, -BdMad «^ Ten»^ 
Beispid2 

^1. <aiP2. GMM „„d <ao.4 Pigm«. „„,^^a^„ 
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Parameter 


GMPl 


GMP2 


GMP3 


GMP4 


Altening des Sols (h) (20''C) 


36 


36 


36 


36 


Pigmentanteil des Sols (i!/100 ml) 


5 


15 


8 


20 


Luftstrom der DQse (%) 


100 


100 


100 


100 


Luftdruck (bar) 


6 


6 


6 


3 


Dusentemoeratur CO 


135 


120 


130 


143 


Verdichtunpstemoeratur (^C) 


534 


534 


534 


615 


02-Naclibehandluna (1 Stunde) 


(300°C) 


(300»C) 


300''C) 


(400«C) 


Ausbeute an Pigment 


niedris 


hoch 


mhtel 


hoch 


DNA-Ausbeute 


niedri^. 


hoch 


hoch 


hoch 



Belspiel3 

PCR Prpb^ynrhereitung aus hutn^^nen Vollhl..t n..t ^^ ^j^h^ fi»».p p,t;^^.r 
Isoliening der Nukleinsiure 



Von drei Glasmagnetpartikel-Chargen (GMP2 - 4) wurden je ca. 10 mg in Eppendotf 
ReaktionsgefiBen vorgelegt. Die genauen Einwaagen sind in Tabelle 1 angegeben. 
wurden Dreifach-Bestimmungen durchgefiihrt. 



es 



Zu je 200 m aufgetautem VoBblut wurden 40 m Proteinase K (20 mg/ml. hergesteUt aus 
Lyophihsat) pipetiert und sofort gemischt. AnschUeOend wurden 200 m1 Bindepuffer (6 M 
Guanidin-HCl, 10 mM Tris-HCl. 10 mM Hamstoff, 30 % Triton X-100. pH 4 4) zugege- 
ben. gemischt und fiir 10 Minuten bei 70»C inkubiert. Nach Zugabe von 200 m i-Propanol 
wurdefir 10 Sekunden auf dem Vortex-Mscher gemischt. die Probe fiir 20 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert und abermals Sir 10 Sekunden wie Vor gemischt. Die Magm^t- 
separation erfolgte fiir wenigstens 30 Sekunden imMagnetpartikelsepaiator von Boehringer 
Mannheim ad.-Nr. 1 641 794). Der t)berstand wurde abgenommen umi wie weiter unten 
beschrieben analysieit. 
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W,^h« ^ Uberstand wurde abgenommen und verworfen Di« 



Aufarbeitung des Obemandes 



Dertjberstandnachderl.Binduna an die u ^. 

uuer gewasclien (Zentnfugauon wie vort Das Filtw- t„»« • ^ . 
and dam, rnit 2 X 200 ul auf 70-C v«r ^ z^ntnA^^ert 



Analyse der Huate und des Probenaberstandes 



I vermessen. 



wo 96/41811 



PCT/EP96/02459 



19. 



Zwei 5 Hi Aliquots der Eluate wurden als Doppelbestimmung durch Expand™ Long 
Template PCR (Boehringer Mannheim, lA-Nr. 1681834) mit spezifischen Primem fur das 
menschjiche tPA-Gen (erwanete ProdukUange 15 kb) Qberpriift. 



I pro Ansatz 

dNTPJelOOmM TjT 

Primer 1, 200 ng/^l 1 jil 

Primer 2, 225 ng/^1 l ^I 

H2O, Udat 17 ^1 



MixH proAnsatz 

Expand™ Puffer, 10 x 5^1 

Expand™ Polymerase 0,75 jil 

H2O, Mdot 19,25 ft! 



20 (il 



25 (il 



Mix I wird in ein dOnnwandiges PCR-Tube vorgdegt mit 5 ^i\ Eluat versetzt und Mix U zu- 
gegeben. Der Ansatz wird kurz gemischt und mit 30 ^1 Minearalal uberschichtet. Die An- 
satze waden in.einem Peridn-Elmer Thennocycler 9600 mit folgendenProgramm amplifi- 



ziert: 



2A£nuten 

10 Sekunden 
30 Sekunden 
12Minuten 

10 Sekunden 
30 Sekunden 
12 KCnuten + 
20 Sekunden pro Zykius 

TKfinuten 
anschlieOend 



92"C 

92''C 
65»C 
68'C 

92»C 
6S°C 
68X 



TC 



lOZyklen 



20Zyklen 



Die 50 Hi PCR Ansatze wurden mit 10 ^1 Proben-Puffer versetzt und davon 45 jil in einem 
0.8 %igen Agarosegel dektrophoretisch bei 120 V fiir 90 Minuten aufgetrennt. 
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Die 1. Eluate >varen noch Idcht gelb ge&bt und teihvdse 
kontaininiert. 



mit feinen Magnetpartikdn 



Gdge»*a«).Elu3,3^«g,nur™ch««g.Hng.NUcld„«^,^ 
Die WPCRHer„^.„„p„^ ^^^^^ 
fische Amphfikatc Uefertea 
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15 kb Expand^ PCR huinanes tPA Gen 







l.Eluat 


2. Eluat 


GMP/2 


1 


fehlt 


+ + 




2 


+ 


+ 


+ + 




3 


+ 


+ 


fehlt 


GMP/3 


1 


+ 


+ 


+ + 




2 


(+) 


+ 


+ + 




3 




(+) 


+ + 


GMP/4 


1 


+ 


+ 


+ + 




2 


+ 


+ 


+ (+)♦ 




3 


+ 




fehlt 



ICSMKontreUDNA 



Tabdie 2. Ergebnisse Expand™ PCR 

* 3. Quit 



In HG. 3 ist ein Gd mit den Reaktionsprodukten nach PCR-Amplifikation gezeigt. 
MWM m ist ein Molekulargewichtsmaiker (Huat 1, oben; Eluat 2, unten). 

Beispid 4 

Bindung von DNA-Lanpenstandard an mao netische Glasp iirtilrAl 

1. Vorbereitung der magnetischen Glaspaitlkd 

Von der Glasmagnetdiarge GMP4 wurden 12 mg in Eppendorf-ReaktionsgefiBe vorgdegt. 

2. Lyse und Bindung 

In dnem 1.5 ml Eppendorf-GefaB mit 12 mg magnetischen Glaspartikdn werden 900 jil 
Lysis-Pufifer (4.6 M GuSCN, 45 mM Tris, 20 mM EDTA, pH 7.3) und 100 ^1 DNA-Probe. 
in der moddlliaft DNA-Langenstandard IH von BoeJuinger Mamilieim (Katalog-Nr. 
528552) eingesetzt wurde, 2 bis 10 sec. gemischt, bis eine liomogene Suspension entstelit. 
Die L6sung wird 20 min bd Raumtemperatur inkubiert, wobd alle 5 min gemischt wird. 

Die Magnetseparation erfogt fiir mindestens 15 sec in dnem Magnetpartikdsepatator. Der 
Uberstand wird abpipettiert. 
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3. Waschen und Trocknen 

n«n Deckel getrocknet. 

4. £Iution derDNA 

5. Analyse der Eluate 
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Die Ausbeute an DNA mit magnetischen Glaspartikeln ist in Tabelle 1 dargestellt 



SUodar 
Nr. 


ONA-Mcnge 
in Stan 


HelU^ciBimnu. 
Staiidatd(MeBwcn) 
rrcLEinheitni) 


Probe 
Nr 


PignaiU 
Bcot-Typ 


Helli^eiUtnicns. crrecfanete DNA> 
Probe (Mefiwot) Mengetuf 
ffeLEmhehenl Gelfiif^| 


Meogem 


Reoovtiy 


1 

Z 

3 


200 
175 
150 


65 
56 
51 


1 

2 


GMP4 

QIMP4 


45 139 
39 120 


695 
600 


69,5 
60,0 


4 


125 


44 












5 


100 


37 












6 


75 


25 












7 


50 


17 












8 


25 


9 












9 


10 


4 













TabeUel. Ausbaite an DNA-LSngenstandard ffl mit magnetischen Glaspartikeln 

Das Agarosegel, das als Giundlage fur die quantitative Auswertung diente. ist in FIG. 4 
dargestellt Es handelt sich um ein l%iges Ethidiumbromid-gefilrbtes Agarosegd. Spur 1 bis 
10 entspricht einer Verdunnungsreihe von DNA-Langenstandard m. 1: 1 ^g DNA, 2: 
200 ng DNA, 3: 175 ng DNA, 4: 150 ng DNA, 5: 125 ng DNA. 6: 100 ng DNA, 7: 75 ng 
DNA, 8: 50 ng NDA, 9: 25 ng DNA, 10: 10 ng DNA. 



Spur 11 und 12 entspricht der von den magnetischen Glaspartikeln eluierten DNA bei En- 
satz von 200 ng DNA-Ungenstandard. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(OANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhoferstr. 116 
(Q ORT: Mannheim 

(E) LAND:DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68298 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX: 0621 759 4457 

(ii)BEZEICHNUNGDERERFINDUNG Magnetisches Pigment 

Cui) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 
Civ) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRDCTR: Floppy disk 

(B) COMPUTER: BMPC compatible 

(C) BEIRIEBSSYSTEM: PC-DOS^S-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0. Version#1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART:Nucleotid 

(Q STRANGFORM: Einzelstrang 
(D)TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige NudeinsSure 

(A)BESCHREIBUNG: /desc = -OHgodeoxyribonukleotid" 

C«u) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xO SEQUENZBESCHREIBUNG SEQ ID NO: 1: 
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ACTGTGCTTC TTGACCCATG GCAGAAGCGC CTTC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2; 

(1) SEQUENZBCENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART:Nudeotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(n) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "OUgodeoxyribonukleotid" 

(iu) HYPOTHETISCH: MEIN 
(xO SEQUENZBESCHREmUNG: SEQ ID NO: 2: 
CCTTCACTGT CTGCCTAACT CCTTCGTGTG TTCC 
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PatentansprSche 



•stoderPorenemesDurchmessersvonwenigcrals 10 nm aufWdst. 
2. Ferromagnetische Partikd nut einer Glasoberflache. 

6. Vei6IraiurIs()Serungeiiwbiologisch«Ma.ertabdurdi 

- AlMtmmgdesbWogisclwMateriabvooderH^^ 

giscnen Matenal urn Nuldeinsauren handek. 
8. VerfiAren zur IsoUerung von Nuldeinsauren durch 

^t^T^^T 'nit Glasoberflachen umer Bedin- 

- Abtrennungdergebundenen Nuldeinsauren von derHussigkeit. 
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9. Verfahren gemSfl einem der AnspiQche 6 bis 8, dadurch gekennzdchnet, daO die Ab- 
tramung mit Hilfe eines Magneten geschieht. 

10. Verfaliren gemafi einem der Ansprtiche 6 bis 9. dadurch gekennzeichnet, daB die 
magnetischen Partilcel beim Inkontaktbringen mit der Probe nicht vormagnetisiert 
sind. 

1 1. Verfehren zur HersteUung magnetischer Glaspartikel durch 

- BerdtsteOung eines magnetischen Kemesund 

- Uraschlieflen des magnetischen Kernes mit einer im wesentlichen porenfreien 
Glasoberfl&che. 

12. Verfehren.gemaflAnspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafl das UmschlieBen die 
Abschddung eines Sols auf der Oberflache und das anscWieBende Verdichten des Sols 
betnhaltet 



Verwendung feriomagnetischer Glaspartikel zur Isolierung von Niikleinsfiuren i 
nativerForm. 
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Specimen 



FIG I 



Zugabe von 
Bead-AK-Kompiex 



Immunomagn. 
SepEuation 



oi 



Spedmen-Spezif. 
Vorbehandlung 



Waschen 



Lysis der Zeiien 

mit diaotropen Salzen 



Zugabe von 
magn. QIaspaitikeIn 



Magnet Separation von 
NA-GlaspartikeM<omplex 



Waschen 

Zugabe von Butionspuffer 



I 
I 

I 



s 



I 
■ 



c 



■ 



Elution von NAs 



lucteinsaure 



'It 

BB«rZBLArT{REGEL 26) 



e Analyt (Paitiket Zeite) 

• = Bead 

= Antacorper 

* = Zelftmjchstucke 
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1 Hg X DNA V38/2 



V38/3 



y38/4 




FIG 2 



MWM III V38/2 I 
2. 3 



V38/3 I V38/4 
12 3 1 '2 3 




ISkb 




15 kb 



I 2 1 2 3 I 2 K 
V38/2 I V38/3 | V38/4 



FIG 3 



HRSffZBLAIT (REBEL 26) 
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FIG 4 



2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 





— — 


mm — — 




SUB 









ERSnZBLATT (REBEL 2Q 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



According to Intenutional Patent Qasgfication (iPQ or to both national clacafKation and IPC 



Inten 4ial Application No 

PCT/EP 96/02459 



a FIELDS SEARCHED 



Mimmum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C07H 



Documentation searched other dian minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields 



searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search t^^ST^T 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ' 



atation of document, with indication, where approphate, of the lelevant passages 



Relevant to claim No. 



EP.A.O 343 934 (ALCAN INT LTD) 29 Noventf)er 
1989 

see the whole document 

0E.A.43 07 262 (BERGEMANN CHRISTIAN) 8 

September 1994 

see the whole document 

GB,A,2 116 206 (KMS FUSION INC) 21 

September 1983 

see the whole document 

W0.A,88 86533 (ARNOLD LYLE JOHN JR rNELSON 
NORMAN CHARLES (US); REYNOLDS MARK ALA) 7 
September 1988 

see page 18, line 21 - line 27; examples 
1,2 



-/-- 



1-7.9-13 
1-7.9-13 
1-5.11 
1-13 



)( Further documents are listed in the continuation of box C 



Patent family members arc listed in annex. 



* Special categories of cited documents : 

A' document defining the general state of the act which is not 
considered to be of particular relevance 

E* eariier document but published on or after the international 
filing date 

L* document which may throw doubts on phority daimfs) or 
which is cited to establish the pubUcation date of another 
dution or other special reason (as specified) 

O* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

'P' docunent published prior to the tnteniational filing date but 
later than the priority date claimed 



T later document piiblisfaed after the international filing date 
or priority date and noc in conflict widi die application but 

ated to understand die principle or dieory un3Biying die 
uiventi(Ki 

•X" document of particTilar relevance; the dainied invention 
cannot be considered novd or cannot be considered to 
mvolvc an inventive step when the document is taken alone 

•y document of particular relevance; the daimed invention 
aimoi be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination bring obvious to a person skilled 
m the art. 

'A' document mcmb«r of the same patent family 



Date of the actual completion of the international seareh 



11 October 1996 



Date of mailing of the intcmaiiaaal seuch report 

05. II. 96 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL . 2280 HV Rijswijk 
Td. (-f 31-70) 340-2040, Tx. 31 6SI epo nl. 
Fajc ( + 31-70) 340-3016 



Authorized oflicer 



Bardili. W 



Foaa PCT/ISA,/310 (scoood flicet) (July 1992) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



C.(Contnuation) DOCUMENTS CONSIDERE D TO BE RELEVANT" 



fatm nal Application No 

PCT/EP 96/02459 



US,A^ 554 088 (WHITEHEAD ROY A ET ALl 19 
November 1985 f is 

see the whole document 

ANAL. BIOCHEM., 

vol . 175 1988 

pages 196-201, *XP0G2015369 

W. PYERIN ET AL.: "Filter-Supported 

Preparation of Phage ONA" 

cited in the application 

see the whole document 

NUCLEIC ACIDS RES.. '"" 

vol. 22. 1994, 

pages 4543-4, XP002015370 

lAi-iJ;?'^!-^ ^il^""- "ONA Purification 
and Isolation Using a Solid-Phase* 
see the whole document 



RclcvamtocUiraNo. 



1-13 



1-13 



1-13 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



inter. jnal Application No 

PCT/EP 96/02459 



Pat«m document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member (s) 



Publication 
date 



tP-A-0343934 


29-11-89 


AT-T- 


117829 


15-02-95 






DE-0- 


68920778 


09-63-95 






DE-T- 


68920778 


18-05-95 






ES-T- 


2066851 


16-03-95 






JP-A- 


2038318 


07-02-90 






US-A- 


5039559 


13-08-91 


DE-A-4307262 


08-69-94 


NONE 






GB-A-21162G6 


21-09-83 


US-A- 


4448884 


15-05-84 






CA-A- 


1191096 


30-07-85 






FR-A- 


2522678 


09-09-83 






JP-C- 


1306775 


13-03-86 






JP-A- 


58165787 


30-09-83 






JP-B- 


60630510 


17-07-85 






SE-B- 


455310 


04-07-88 

V"T V/ OO 






SE-A- 


8301015 


04-09-83 


WO-A-8806633 


07-09-88 


AT-T- 


107654 


15-67-94 

A*^ V/ ^•f 






AU-A- 


1426988 


26-09-88 

oo 






DE-D- 


3850273 


28-07-94 






DE-T- 


3850273 


29-09-94 

t,^ ^"t 






EP-A- 


0281390 


07-09-88 

%ff wO 






ES-T- 


2054797 


16-08-94 

AM VO P*t 






JP-T- 


1502319 


17-08-89 






KR-B- 


9600479 


08-01-96 

W wA 7W 


US-A-4554e88 


19-11-85 


CA-A,C 


1254028 


16-06-89 

o7 






DE-A- 


3485332 


23-01-9? 

•-"I* 






EP-A- 


0125995 


21-11-84 

XX o*t 






EP-A- 


0357593 


14.03.gQ 






JP-B- 


7006986 


36-61-95 






JP-A- 


60001564 


07-01-85 






JP-A- 


8009995 


16-01-96 






WO-A- 


8806632 


07-09-88 






US-A- 


4628037 


09-12-86 






US-A- 


4695392 


22-09-87 






US-A- 


4695393 


22-09-87 






US-A- 


4698302 


06-10-87 






US-A- 


4672040 


09-06-87 



Form PCT/lSAfHO (patent family annex) (July 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBEIUCHT 



Inten. oales Aktenzdchen 

PCT/EP 96/02459 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C07H21/0O 



Nach der Interaationalen PatgntMasrinkation (IPK) oder nach der nationalcn Klasrifikation und der IPIC 



B. RECHERCHIERTE GEB[ETE 



Recherchierter Mtndestprufstoff (Klassirikationssystem und fUassirikationssyinbote ) 

IPK 6 C07H 



Rcchcrchiote aber nicfat zum Mindestpntfstofr gdwrendc VcrofTentlichimgen, sowcit diese unter die redierchieiten Gebieie fallen 



Wahrend der intematioittlen Recherche konsultieite dektronische Datenbank (Name der Datenbaift und evd. vcrwendete Sudibej^fle) 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategoric* Bczddmung der VcrofTcntlichung. soweit crfordcrlich untcr Angabc der in Belracht konunenden Tcile 



Betr. Attspnich Kr. 



EP.A.e 343 934 (ALCAN INT LTD) 29.Noveirt)er 
1989 

siehe das ganze Dokument 

DE,A.43 07 262 (BERGEMANN CHRISTIAN) 

8. September 1994 

siehe das ganze Ookimient 

GB.A,2 116 286 (KHS FUSION INC) 

21. September 1983 

siehe das ganze Dokument 

WO.A.aS 06633 (ARNOLD LYLE JOHN OR ;NELSON 
NORMAN CHARLES (US) ; REYNOLDS MARK ALA) 
7. September 1988 

siehe Seite 18, Zeile 21 - Zeile 27; 
Beispiele 1,2 



-/-■ 



1-7,9-13 



1-7,9-13 



1-5,11 



1-13 



m 



)( I Wcitcre VcrMTendidiungen sind der Fortsetnmg von Pdd C zu 
cninehnien 



Sidkc Anhang Patcntfaxnitie 



' Besondere Kategohcn von angegebenen Veroffentlichungen 

'A' VcrDffentUcfaung. die den allgemeinen Stand der Tedmik defimeit* 
abcr mcht als besonden bedeutam anzusehen ist 

'E' alteres Dokument, das iedoch crft am oder nach dem intematiottaien 
Anmddedatum verdfTendicht warden ist 

'V Veroffentlichung, die gedgnet ist, einen Phontatsampnich zwdfdhaft cr- 
schcinen zu lasscn, oder durcfa <tfc das VeroffentUchungsdatum cincr 
anderen im Redierchenbericht genannten Vcroflcntlichung bdegt werden 
soil Oder die am einem anderen besonderen Grand angegeben ist (wie 
ausgefuhit) 

*0* Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche OfTcnbaning, 

eine Benutzung, eine Ausstdlung oder andere Mafinahmen bezieht 

'P* Vcr5ficntltGhun& die vor dem intemationalen Anmddedatum, abcr n^ch 
dem beanspnichten Prioritatwlatum veroffemlicfat worden ist 



T" Spatcre VerofTcndichung, die nads dem intemationalen Anmddedatum 
Oder dem Phoritatsdatum verofTentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidierc, sondem nor zumVcrstandnis des der 
Erfindung zugntndeliegcnden Priimps oder der ihr zugnnddicgenden 
Tbeone angegeben ist 

"X* VcrofTendichung von besonderer Bcdeutung; die beanspnicfate Effindung 
kann aUein aufgnmd dieser Veroffendtchung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkdt beruhend betrachtd werden 

'Y* Veroflientlidiung von besonderer Bedeutung; die beanspnjchte Erfindung 
kann nicfat als auf erlinderisdia Tatigkdt benihend bctrachtet 
werden, wenn die Vcroffentlichung nut oner oder m eh f eren anderen 
VerDrTentiichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur dnen Facnmann naheliegend ist 
Vcroffentlichung. die Mitglicd derwlben Patcntfamilic ist 



Datum des Ataschhisses der intematianalcn Recherche 



ll.Oktober 1996 



Absendedatum des intemationalen Recherc h enhe ri chts 



05. 11. 96 



Name imd Postanschhit der Internationale Red 

Europaiscbcs Patentamt, PJB, 5818 Patendaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Td. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 6SI cpo nl. 
Fax: (•►31-70) 340-3016 



Bevollmachtigier Bediemteter 

Bardili, W 



Formblau PCT/ISAOlO (Bbu 3} (iutt 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 




yS,A,4 554 088 (WHITEHEAD ROY A ET AL) 
19. November 1985 «lj 
siehe das ganze Dokument 

ANAL. BIOCHEM.. 
Bd. 175, 1988 

S^ije" ;?6.20i. XP002O15369 

W. PYERIN ET AL.: "Filter-Supported 

Preparation of Phage DNA" 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe das ganze Dokument 

NUCLEIC ACIDS RES. . """ 
Bd. 22. 1994. 

Seiten 4543-4, XPeO2O15370 

"AWKINS ET AL.: «DNA Purification 
JjJJsolation Using a Solid-Phase" 
siehe das ganze Dokument 



1-13 



1-13 



1 



Fbtmbtett 



PCr/ISA/2lt (Fortsetnint « 



» Blatt 1} <|ttU 1992) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angabcn zu Vcroflcntliclningai. die zur selbcn Patcntfainilie gehfircn 



Intei. jnales Aktenzeichen 

PCT/EP 96/32459 



Im Recherchcnberichi 
angefOhries Patentdokument 



Datum der 
VerdfTentltchung 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
Verdffenilichung 



EP-A-e343934 


29-11-89 


AT-T- 


117829 


15-02-95 






DE-D- 


68920778 


09-03-95 






DE-T- 


68920778 


18-05-95 






ES-T- 


2066851 


16-03-95 






JP-A- 


2038318 


07-02-90 






US-A- 


5039559 


13-08-91 


DE-A-4307262 


08-09-94 


KEINE 






GB-A-21162e6 


21-69-83 


US-A- 


4448884 


15-05-84 






CA-A- 


1191096 


30-07-85 






FR-A- 


2522678 


09-09-83 






JP-C- 


1306775 


13-03-86 






JP-A- 


58165787 


30-09-83 






JP-B- 


60030510 


17-07-85 






SE-B- 


455310 


04-07-88 






SE-A- 


8301015 


04-09-83 


W0-A-88e6633 


87-09-88 


AT-T- 


107654 


15-07-94 






AU-A- 


1426988 


26-09-88 






OE-0- 


3850273 


28-07-94 






DE-T- 


3850273 


29-09-94 






EP-A- 


0281390 


67-09-88 






ES-T- 


2054797 


16-08-94 






JP-T- 


1502319 


17-08-89 






KR-B- 


9660479 


08-61-96 


US-A-4554088 


19-11-85 


CA-A,C 


1254028 


16-65-89 






DE-A- 


3485332 


23-01-92 






EP-A- 


0125995 


21-11-84 






EP-A- 


0357593 


14-03-90 






JP-B- 


7006986 


30-01-95 






JP-A- 


66001564 


07-01-85 






JP-A- 


8009995 


16-01-96 






WO-A- 


8806632 


07-09-88 






US-A- 


4628037 


09-12-85 






US-A- 


4695392 


22-09-87 






US-A- 


4695393 


22-09-87 






US-A- 


4698302 


06-10-87 






US-A- 


4672040 


09-06-87 



Foimblatt PCT/lSA,/3tB {AnhMg PateDtbmttt«)(JuU 1992} 



